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1.1 Historische Entwicklung der Mikrogliaforschung 
 
Vor über 150 Jahren wurde von Rudolf Ludwig Karl Virchow eine ihm in 
mikroskopischen Untersuchungen des zentralen Nervensystems als amorphe Masse 
auffallende Struktur beschrieben, welches wie ein Art „Kleber“ zwischen den 
eigentlichen Nervenzellen zu liegen schien (Virchow, 1856). Es wurde angenommen, 
dass sie den Nervenzellen vorrangig Stütz- und Haltefunktion bietet und gemäß 
dieser Funktion Glia genannt wurde (aus dem Altgriechischen, γλοιός: klebrige 
Feuchtigkeit, Harz). Erst 40 Jahre später konnte Michael von Lenhossek in seinen 
Untersuchungen darstellen, dass es sich bei der Glia tatsächlich um Zellen handelte, 
welche er, entsprechende ihrem verzweigtem, sternartigem Aussehen, Astrozyten 
nannte (aus dem Altgriechischen, ἄστρον: Gestirn, einzelner Stern; κύτος: Gefäß, im 
übertragenen Sinne auch Zelle; (Lenhossek, 1895)). Erst durch die verfeinerten 
Färbemethoden von Ramón y Cajal gelang es neben den Nervenzellen und den 
Astrozyten eine weitere Zellpopulation zu identifizieren, welche zunächst als „drittes 
Element“ bezeichnet wurde (Cajal, 1901, 1913). 1919 differenzierte dann Pío del 
Río-Hortega dieses dritte Element in zwei weitere Zelltypen: Die Oligodendroglia und 
die Mikroglia (aus dem Altgriechischen: ὀλίγος: klein, kurz, gering, von Raum, Zeit 
und Größe; δένδρον: Baum; μικρός: klein, machtlos; (Río-Hortega, 1919, 1921a, b)). 
Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts wurden durch Alois Alzheimer und Franz Nissl 
in Ihren mikroskopischen Studien Stäbchenzellen und Abräumzellen beschrieben 
(Alzheimer, 1910; Nissl, 1904). Wie sich herausstellte – und diese Erkenntnis ist 
wiederum Hortega zu verdanken – handelt es bei den von Alzheimer und Nissl 





Fig. 1. In seiner Arbeit über Mikroglia von 1921 beschrieb Hortega die morphologischen Eigenschaften und 
Eigenarten der Mikroglia. Sie beruhen auf Lichtmikroskopischen Beobachten und wurden von ihm in detailreichen 
Zeichnungen festgehalten. (A) Zu sehen ist ein Schnitt, welcher unter anderem durch den Hippocampus („D“), 
das Corpus callosum („A“), einen der Seitenventrikel („F“) sowie den Plexus Choroideus („E“) reicht. 
Demonstrieren möchte er mit dieser Übersicht die vielgestaltige Form der Mikroglia, die sich in seiner Darstellung 
im Bereich des Hippocampus als verzweigt und in der ventralen hippocampalen Kommissur („B“) als globulär 
darstellt (Fig. 1. (Río-Hortega, 1921b)). (B) Aus dem Kontext gelöste und exemplarisch zusammengestellte 
Oligodendroglia, welche Hortega nicht nur mit diesem bis heute genutzten Namen versah, sondern auch Anhand 
morphologischer Aspekte gegen die Mikroglia differenzierte (Fig. 21. (Río-Hortega, 1921b)). (C) Hier sind, 
ebenfalls aus dem Kontext des umgebenden Hirngewebes gelöst, Mikroglia dargestellt. Zu beachten sind die 
verschiedenen, teils subtilen Unterschiede ihrer Gestalt. Dargestellt, bzw. beschrieben wird unter anderem eine 
pseudopode („A“, „B“), tubulöse („D“, „E“ und „F“) sowie ramifizierte („N“, „M“) Form der Zellfortsätze (Fig. 8. (Río-
Hortega, 1921b)). (D) Angeschnitten ist der dritte Ventrikel („A“) mit dem ihn auskleidenden Ependym („B“) und 
Mikroglia in verschiedenen Formen; von globulär („E“) bis fein ramifiziert („C). Buchstabe „F“ stellt die enge 






1.2 Mikroglia im Kontext physiologischer und pathophysiologischer Prozesse 
 
In heutiger Betrachtung zählt man die Mikroglia zu den ortsansässigen 
Makrophagen, welche nicht nur bei der Entwicklung und Funktion des zentralen 
Nervensystems, sondern auch bei pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle 
zugeschrieben wird (Kreutzberg, 1995; Prinz and Priller, 2014; Salter and Beggs, 
2014). 
Im sich entwickelnden Gehirn finden sich Mikroglia regelhaft in enger Nähe zu 
proliferierenden Neuronen und deren aussprießenden Axone. So räumen sie in Ihrer 
Funktion als Makrophagen durch Phagozytose Zelltrümmer ab, welche zum Beispiel 
im Rahmen neuronaler Entwicklung anfallen (Ahlers et al., 2015; Arno et al., 2014; 
Sierra et al., 2016; Swinnen et al., 2013). Cunningham et al. konnte sogar zeigen, 
dass durch diese Abräumfunktion nicht nur die Last anfallender Abfallstoffe 
vermindert, sondern sogar die Anzahl neuronaler Vorläuferzellen reguliert wird 
(Cunningham et al., 2013). Durch die Sekretion von Zytokinen wie IGF-1 (insulin-like 
growth factor 1), IL-1β (Interleukin-1β), IL-6 (Interleukin-6), TNFα 
(Tumornekrosefaktor-α) und IFNγ (Interferon-γ) moderiert Mikroglia nicht nur das 
neuronale Überleben, sondern unterstützt auch die Bildung von Nervenzellen und 
Oligodendrozyten aus Stamm- und Vorläuferzellen (Arno et al., 2014; Shigemoto-
Mogami et al., 2014; Ueno et al., 2013). Abseits ihrer Bedeutung für die Nervenzellen 
selbst, konnte auch ein wichtiger Einfluss der Mikroglia auf die Axone gezeigt 
werden. So findet sich nicht nur eine enge räumliche Beziehung zwischen Mikroglia 
und Axonen, es konnte sogar in vivo demonstriert werden, dass Mikroglia aktiv auf 
die axonale Verschaltung des Frontalhirns Einfluss nimmt (Cho et al., 2013; 
Squarzoni et al., 2014). Dieser Einfluss beschränkt sich nicht nur auf die strukturelle 
Entwicklung und Organisation neuronaler Verschaltungen, sondern auch auf die 
Plastizität der Synapsen selbst (Bialas and Stevens, 2013; Schafer et al., 2012; 
Tremblay et al., 2010). Dieser Aspekt ist besonders interessant, da Mikroglia damit 
durch Einflussnahme an Umbau neuronaler Netzwerke indirekt an Lernprozessen 
beteiligt ist (Clark et al., 2015). Dieser Prozess ist unter anderem von der 
Ausschüttung von IL-1β abhängig und ist daher bei Cx3cr1 knock-out Mäusen, 
welchen der Chemokine Ligand 1 Rezeptor fehlt gestört (Maggi et al., 2011; Rogers 
et al., 2011). Dieser Mausphänotyp leidet nicht nur erhöhter Anfälligkeit für Stress 
und Angst, sondern auch abnormem Sozialverhalten, was der eingeschränkten 
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neuronalen Plastizität zugeschrieben wird (Hellwig et al., 2016; Milior et al., 2016; 
Wohleb et al., 2013). 
Selbst in Abwesenheit pathologischer Prozesse nimmt die Mikroglia also 
tiefgreifenden Einfluss nicht nur auf die Entwicklung und Instandhaltung des 
zentralen Nervensystems, sondern auch auf dynamische funktionale Prozesse. Die 
Mikroglia als homogene Population zu bezeichnen wäre jedoch nicht richtig, vielmehr 
zeichnen sich in aktuellen Studien Unterschiede in Funktion und Anzahl je nach 
Lokalisation im zentralen Nervensystem ab (Doorn et al., 2015; Goldmann et al., 
2015). Interessanterweise konnten sogar geschlechtsspezifische Unterschiede 
bezüglich der Verteilung und sogar ihrer biologischen Bedeutung in Bezug auf 
Schmerzempfinden sowie Aktivierung im Rahmen inflammatorischer Prozesse 
festgestellt werden (Rahimian et al., 2018; Sorge et al., 2015). 
 
Als ortsansässige Makrophagen des Gehirns spielen Mikroglia eine zentrale Rolle bei 
einer Vielzahl pathologischer Veränderung beziehungsweise Erkrankungen des 
zentralen Nervensystems. Hierzu zählen unter anderem Neuroinflammation sowie 
Neurodegeneration, welche sich zum Beispiel beim Morbus Alzheimer findet (Prinz 
and Priller, 2014; Salter and Beggs, 2014). Im Rahmen der Inflammation findet sich 
die Mikroglia in aktiviertem Zustand, welcher histologisch durch vergrößerte 
Zellkörper und ausgestreckte Zellausläufer beschrieben werden kann (Hanisch and 
Kettenmann, 2007; Ransohoff and Perry, 2009). Ihre genaue Rolle bei der Alzheimer 
Demenz ist noch nicht vollständig geklärt, jedoch lässt die Expression von MHC-II 
und die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen darauf schließen, dass die 
Inflammation eine wichtige Komponente der Krankheitsentstehung ist und die 
Mikroglia hier eine zentrale Rolle übernimmt. Andererseits findet sich neben der 
Aktivierung auch eine Degeneration der Mikroglia, welche histologisch als 
Fragmentierung imponiert und am ehesten als Korrelat der fortschreitenden 
Unfähigkeit der Mikroglia angesehen wird, ihre Homöostase aufrecht zu erhalten 
(Braak and Del Tredici, 2009; Streit et al., 2009; Streit et al., 2014). Zuletzt konnte 
festgestellt werden, dass ultrastrukturell zwischen den Fragmenten noch eine 
Gewebsbrücke besteht und damit kein echter Zellzerfall vorliegt (Tischer et al., 
2016). Diese dystrophe Mikroglia findet sich auch in anderen neurodegenerativen 
Erkrankungen wie Chorea Huntington oder Amyotropher Lateralsklerose (Fendrick et 
al., 2007; Ma et al., 2003; Simmons et al., 2007). Abseits hierzu lässt sich auch bei 
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akuter Hirnschädigung, wie man sie bei Traumata oder im Rahmen von Hirninfarkten 
findet, eine Aktivierung von Mikroglia nachweisen (Ramlackhansingh et al., 2011). 
Pathologische Veränderung der Mikroglia scheinen also eine zentrale Rolle bei einer 
Vielzahl zentralnervöser Erkrankungen zu spielen und gehen teilweise der 
neuronalen Schädigung bzw. der klinischen Symptomatik zeitlich sogar voran 




1.3 Die Herkunft der Mikroglia 
 
In den vergangenen Jahren wurde einige Anstrengungen unternommen, um diese 
Verstrickungen der Mikroglia in physiologische wie auch pathologische Prozesse 
besser verstehen zu können. Hierbei ist unter anderem die zelluläre Herkunft der 
Mikroglia von besonderem Interesse. 
Im Laufe der Jahre entstand eine Vielzahl an Studien und damit Theorien, welche die 
Herkunft der Mikroglia zu erklären versuchten. So gab es Überlegungen, dass sich 
die Mikroglia aus ependymalen Zellen der Seitenventrikel oder den Perizyten der 
Hirngefäße differenzieren (Baron and Gallego, 1972; Lewis, 1968). Río-Hortega 
selbst postulierte eine gemeinsame mesodermale Herkunft und damit enge 
Verwandtschaft aller Gliazellen untereinander – eine Ansicht, die sich gestützt durch 
Arbeiten von Fujita, Kitamura und Fedoroff bis ins späte 20. Jahrhundert hielt. Später 
ging man jedoch nicht mehr von einer mesodermalen, sondern neuroektodermalen 
Zelllinie als Herkunft der Glia aus (Fedoroff et al., 1997; Fujita and Kitamura, 1975). 
In immunhistochemischen Färbungen konnte dann jedoch wiederum festgestellt 
werden, dass die Mikroglia aufgrund ihrer Expression von F4/80, Fc Rezeptor, 
CD11b und PU.1 zu der großen Gruppe der Makrophagen gezählt werden könne 
(Beers et al., 2006; Itagaki et al., 1989; McKercher et al., 1996; Perry et al., 1985). 
Hieraus wurde wiederum abgeleitet, dass die Hämatopoese bzw. im Blut 
zirkulierende Monozyten Ursprung der Mikroglia sein müsste und sich die Mikroglia 
aus monozytären Zelllinien differenziert. Unter anderem Eglitis konnte 1997 zeigen, 
dass durch Knochenmarksdepletion und anschließender Transplantation im 
Mausmodell eine Rekrutierung von Mikroglia in das zentrale Nervensystem stattfindet 
(Eglitis and Mezey, 1997). Wie sich später herausstellte findet diese Rekrutierung nur 
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unter sehr speziellen Umständen statt und scheint im physiologischen Zustand kaum 
eine Rolle zu spielen (Priller et al., 2001). Interessant ist hier vor allem die Arbeit von 
Beers et al. aus 2006. Er transplantierte Wildtyp-Knochenmark in PU.1 knock-out 
Mäuse, welche ihrem Genotyp entsprechend gänzlich ohne Mikroglia zur Welt 
kommen. Angemerkt sei hierbei, dass PU.1 als Transkriptionsfaktor ausschließlich in 
hämatopoetischen Zellen zu finden ist und ihm eine obligate Rolle bei der 
Entwicklung bzw. Differenzierung der embryonalen wie auch adulten Blutbildung – 
insbesondere der Makrophagen – zukommt. Zu beobachten war bei diesen Mäusen, 
dass sich in kurzer Zeit eine neue Mikrogliapopulation im ZNS bildete, welche sich 
unter diesen besonderen Umständen aus der definitiven Hämatopoese differenzierte 
und es auch noch postnatal vermag, das Hirn zu infiltrieren (Beers et al., 2006). 
Diese Art der Rekrutierung findet sich auch im Rahmen der Neuroinflammation sowie 
-degeneration. Allerdings blieb die Hoffnung auf ein „Trojanisches Pferd“, welches bei 
diesen Krankheiten, die auch nach heutigem Stand teils nur symptomatische 
Therapie zu neue Ufern führen könnte, leider unerfüllt. So ließ sich nur durch 
Bestrahlung des ZNS in Zusammenhang mit einer Knochenmarkstransplantation 
eine Infiltration von Monozyten provozieren (Ajami et al., 2007; Mildner et al., 2007). 
Zusätzlich hierzu ist ebenso von Nöten, dass sich eine signifikante Anzahl an 
hämatopoetischen Zellen – wohlbemerkt unphysiologischerweise – im zirkulierenden 
Blut befinden (Diserbo et al., 2002; Linard et al., 2004). Die Hoffnung, in den bereits 
besser verstandenen Wegen der Makrophagendifferenzierung im Rahmen der 
Hämatopoese die Ursprünge der Mikroglia zu finden, blieben daher unbefriedigt. 
Zusammengenommen scheint sich also die Mikrogliapopulation, welche sich ab 
Geburt in ZNS befindet, Zeit ihres Lebens selbst zu erneuern und auch bei 
pathologischen Zuständen nur in sehr geringem Maße von infiltrierenden 
Makrophagen bzw. Monozyten abhängig zu sein. 
Zur klären blieb, und bleibt immer noch, von welchen Zellpopulationen die Mikroglia 
im Laufe der embryonalen Entwicklung abstammen und welchen quantitativen Anteil 
diese möglicherweise verschiedenen Quellen an der Gesamtzahl haben. 
Bereits 1993 konnte Cuadros et al. zeigen, dass die Mikroglia von Zellen des 
Dottersacks, bzw. der primitiven Hämatopoese abstammt (Cuadros et al., 1993). 
Diese Erkenntnis fand Unterstützung durch Anwendung von Reportermäuse, welche 
Runx1 (runt-related transcription factor 1), Myb (myeloblastosis) und Csf-1r (colony-
stimulation factor-1 receptor) als Zielgen hatten und den Anteil der primitiven bzw. 
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definitiven Hämatopoese an der Mikrogliapopulation zu unterscheiden versuchten 
(Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012). Dieser Ansatz beruht auf der Kenntnis, 
dass Runx1 nur von Zellen des Dottersacks in der frühen embryonalen Phase 
exprimiert wird (Samokhvalov et al., 2007). Letzten Endes konnte festgestellt werden, 
dass die Mikroglia – im Unterschied zu anderen Gewebsmakrophagen – vollständig 
der primitiven Hämatopoese im Dottersack, genauer gesagt von primitiven 
Dottersackmakrophagen entspringt. Gemäß dieser Aussage rekrutiert sich die 
gesamte Mikrogliapopulation vor E11,5 und wächst im Folgenden durch lokale 
Proliferation zur adulten Population an.  
Im Gegensatz hierzu stehen jedoch Untersuchungen von Swinnen et al., die eine 
deutliche Zunahme der Mikrogliaanzahl zwischen E14,5 und E15,5 zeigen konnten, 
welche nicht durch lokale Proliferation zu erklären war (Swinnen et al., 2013). Auch 
finden in der embryonalen Entwicklung noch eine Vielzahl an hämatopoetischen 
Nischen, welche in bisherigen Betrachtungen, auch in Ermangelung guter 
Kenntnisse dieser, außer Acht gelassen wurden und unter Umständen eine weitere 
Quelle der Mikroglia sein könnten (Goldmann et al., 2016). Xu et al. nutzte ähnlich 
dem Ansatz von Ginhoux eine Reportermaus um eventuelle Vorläuferzellen der 
Mikroglia verfolgen zu können. Sein Ansatz war jedoch nicht auf die Expression 
eines zellulären Markers wie Runx1 beschränkt, sondern konnte durch Licht 
induzierte Rekombination der Reporter zeitlich und räumlich präzise an 
unterschiedliche Orte der primitiven als auch definitiven Hämatopoese auslösen. 
Hiermit ließ sich dann Anteil der verschiedenen Zellpopulationen an der adulten 
Mikrogliapopulation untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass auch die definitive 
Hämatopoese maßgeblich zur Mikrogliapopulation beiträgt, was der vorherigen 
Annahme einer exklusiven Rekrutierung aus dem Dottersack eklatant widerspricht 
(Xu et al., 2015). 
 
Spannt man nun einen Bogen über die Datenlage, so bleibt im Hinblick auf die 
vorgelegte Dissertation festzuhalten, dass der Mikroglia in Bezug auf ihr Bedeutung 
in physiologischen wie auch pathophysiologischen Prozessen eine wichtige Rolle 
zugeschrieben werden kann und gerade mit Hinsicht auf therapeutische Ansätze 
unter anderem die zelluläre Abstammung der Mikroglia wichtig scheint. Während 
man bei diesem Aspekt in den vergangenen zehn Jahren bemerkenswerte 
Fortschritte machte, so ist bis heute noch nicht abschließend geklärt, ob es abseits 
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primitiver Dottersackmakrophagen noch weitere Zellpopulation gibt, welche zur 
Mikrogliapopulation beitragen.  
 
Fig. 2. In den vergangenen Jahren etablierte sich das Konzept, dass die Mikroglia sich im Gegensatz zu anderen 
Gewebsmakrophagen aus primitiven Dottersackmakrophagen rekrutiert. Insbesondere Arbeiten von Ginhoux et 
al. und Schulze et al. konnten dies zeigen. (A) Diese Differenzierung und Rekrutierung aus 
Dottersackmakrophagen finden ein einem zeitlich sehr engen Rahmen um E10.5 statt und sind bei E11.5 bereits 
vollständig abgeschlossen. Laut der Autoren haben die Zellen der definitiven Hämatopoese („Definitive 
erythroblasts“) daher keinen Anteil an der Mikrogliapopulation (Ginhoux et al., 2013). (B) Jedoch muss angemerkt 
werden, dass durch diese Arbeiten der Anteil und Einfluss der Hämatopoese abseits des Dottersacks nicht 
vollständig ausgeschlossen werden kann. So vermerkt Tay et al. in seinem Review noch zu klärende Einflüsse 
auf die Mikrogliapopulation, welche durch die Annahme einer ausschließlichen Rekrutierung aus dem Dottersack 
nicht zu erklären sind (Tay et al., 2016). Allerdings ist einschränkend zu sagen, dass in den jeweiligen Fate-
Mapping Experimenten nur 30-50% der Mikroglia bzw. deren Vorläufer markierten werden konnten, was die 
Feststellung einer ausschließlichen Rekrutierung aus Dottersackmakrophagen deutlich einschränkt. 
Absence of Csf-1R results in embryonic microglia defi-
ciency and impaired brain architecture in adult Csf-1R!/!
mice [40]. Neuronal IL-34, a second Csf-1R ligand iden-
tified after Csf-1, was found to be more broadly required
for controlling microglial cell numbers than Csf-1 in the
adult CNS [41,42]. However, its importance for microglia
proliferation in development was inconsistently de-
scribed in the studies based on two independently gen-
erated IL34 LacZ mouse lines [41,42]. A functional
compensation by Csf-1 in the brain was proposed for
the absence of any change in microglial homeostasis
during perinatal development in one of the IL34 LacZ
models ([41] but this has to be resolved in a temporal-
spatial related manner. Transforming growth factor b
(TGFb) signaling was proposed to be essential for micro-
glial survival, as microglial density is severely reduced in
TGFb receptor-deficient mice [3"]. The purinergic iono-
tropic receptor P2X7 was found to regulate the prolifera-
tion of embryonic microglia in the mouse spinal cord at
13.5 dpc [43]. Inhibiting the expression of matrix metal-
loproteinases (MMPs) 8 and 9 in vivo in embryonic
microglia resulted in massive decline in microglia densi-
ties at 14.0 dpc, suggesting the importance of MMPs in
regulating early propagation of microglia [6].
Recent studies also identified various elements that me-
diate microglial maturation and homeostasis via, for ex-
ample, regulation of gene expression or neuron-microglia
signaling. The microglia-specific microRNA, miR-124
(which binds the mRNA of transcription factor C/EBPal-
pha and which in turn downregulates Pu.1), is function-
ally conserved in zebrafish and mouse for regulating
microglial motility and phagocytosis during amoeboid
to branching phenotype transition of microglia cells
[44,45]. While Runx1 was shown to mediate microglial
proliferation, its down-regulation was suggested to play a
role in the maturation of a population of forebrain ven-
tricular amoeboid microglia, during their shift towards a
ramified morphology by P10 [46]. Comparisons of mice
bred in germ-free or conventional conditions revealed
that gut microbiota are necessary for the development of
mature microglia morphology and functional immune
response [47"]. While the route of interaction between
the periphery and microglia within the immune-privi-
leged CNS is still unknown, the authors found that the
introduction of short-chain fatty acid by-products of bac-
terial fermentation was sufficient to convert malformed
microglia with excessive encroaching processes in germ-
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Current Opinion in Neurobiology
Microglia rive from yolk sac (YS) precursors called erythromyeloid progenitor (CD45 ! c-kit+ Cx3cr1! F4/80! EMP) cells. EMPs develop into
macrophages via an immature (CD45 + c-kitlo Cx3cr1lo F4/80! A1) and more mature (CD45 + c-kit! Cx3cr1hi F4/80hi A2) stage. As depicted, the
maturation, specific tion, survival and homeostasis of microglia are dependent on s veral factors. Neonatal microglia are characterized by an
amoeboid morphology and show a high proliferation rate. In contrast, mature microglia are ramified and have a basal rate of self-renewal.
Depletion of microglia leads to a fast repopulation in the brain parenchyma, suggesting the existence of a potential stem cell for adult microglia.
Neuron-microglia interaction is dependent on multiple factors, which lead to the execution of various microglia functions.
Current Opinion in Neurobiology 2016, 39:30–37  www.sciencedirect.com
Ginhoux et al. Origin and differentiation of microglia
and then progenitors were expanded and further differenti-
ated with neuronal-supportive media and cytokine stimulation.
After 21–50 days CD45low/CD11b+ putative microglia-like cells
were observed in these cultures; they expressed surface mark-
ers consistent with primary microglia, responded to classical
immune activators such as lipopolysaccharide and interferon-γ,
and appeared to survive implantation into the mouse brain.
However, the low yields and prolonged culture period required,
together with our current understanding of the ontogeny of
microglia, suggest that these microglia-like cells perhaps are
arising as a side population in the neuro-ectodermal differ-
entiation process. On the other hand, we should not dis-
count the possibility that neural cells present in these cultures
might have provided a signaling milieu supportive of genuine
microglial maturation. For example, brain- and bone marrow-
derived Mac-1+ progenitors co-cultured on a supportive layer
of astroglial cells proliferated and matured into microglial-like
cells (Alliot et al., 1991). Sievers and colleagues also showed
that co-culture with astrocytes induced blood monocytes and
spleen macrophages to adopt a ramified morphology akin to
microglia (Sievers et al., 1994a,b). In light of our current under-
standing that adult microglia originate as primitive macrophages
f o the embryonic YS, a more effective strategy for appr ac -
ing pluripotent stem cell differentiation may be to attempt to
recapitulate YS hematopoiesis in vitro (Figure 2). In the mouse,
hemangioblast precursors migrate from the posterior primi-
tive streak into the YS proper, where they form the blood
islands and surrounding endothelial cells (Huber et al., 2004).
YS hematopoiesis yields primitive erythroblasts as early as E7.0,
followed by definitive erythroblasts and macrophage progeni-
tors between E8.5–9.0 (Palis et al., 1999). However, it has been
known for some time that these developmental stages can be
closely mirrored in mESC differentiation in vitro, specifically
in terms of the kinetics of hematopoietic gene expression, as
well as the order in which hematopoietic progenitors appear. In
two modalities of differentiation, either in a co-culture with a
hematopoietic-supportive stromal cell layer such as OP9 cells,
or as EBs, mESCs sequentially generate in vitro equivalents of
the primitive streak, hemangioblast, and YS hematopoietic pro-
genitors (Risau et al., 1988; Wiles and Keller, 1991; Nakano
et al., 1996; Ogawa et al., 1999; Kennedy and Keller, 2003;
Hirai et al., 2005). These processes in mESCs are controlled
by the same molecular regulators as those operative during
early hematopoiesis in vivo. For example, mouse embryos with
targeted gene disruption of the hematopoietic master regula-
tor SCL/Tal-1 have no YS hematopoiesis and fail to develop
beyond E9.5 (Robb et al., 1995; Shivdasani et al., 1995); likewise
abrogation of SCL expression in both mouse and human ESCs
FIGURE 2 | Strategy for directed differentiation of microglial
precursors from pluripotent stem cells. Microglial differentiation
in vitro can be achieved by recapitulating the steps of yolk sac
hematopoiesis. Hemangioblast cells arise in the posterior primitive
streak and migrate into the yolk sac, giving rise to the blood islands.
Primitive erythroblasts are observed from E7.0–7.5, followed by
definitive erythroblasts and primitive macrophages at E8.5. At the
onset of circulation, primitive macrophages exit the yolk sac and seed
the developing brain, forming microglia. Likewise, pluripotent stem cells
can be differentiated into Bry+Flk+ cells with hemangioblast properties;
these cells are then further differentiated into both primitive and
definitive eryothroblasts and primitive macrophages. In vitro-derived
primitive macrophages may be the functional equivalent to primitive
microglia in the embryo.







Aus diesen Erkenntnissen ergab sich für uns folgende Fragestellung: 
 
Hat die definitive Hämatopoese einen Einfluss auf die adulte Mikrogliapopulation? 
 
Zur Beantwortung dieser Frage untersuchten wir Knockout-Mäuse, welche in Zellen 
der definitiven Hämatopoese einen Gendefekt aufweisen. Dieser Gendefekt führt zu 
einer Blockierung der weiteren Zelldifferenzierung dieser Zellen. Unter Zuhilfenahme 
von immunhistochemischen Verfahren wurden Mikrogliazellen zu verschiedenen prä- 
und postnatalen Zeitpunkten quantifiziert und zwischen Knockout- sowie Wildtyp-
Mäusen verglichen. Weitere histologische Färbungen wurden genutzt, um den 
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a ! b ! s ! t ! r ! a ! c ! t
Microglia ! represent ! the ! resident ! macrophages ! of ! the ! central ! nervous ! system ! (CNS). ! While ! it! is! clear ! that
microglia! recruitment ! is! established ! by ! differentiation ! of! primitive ! yolk ! sac ! (YS)! macrophages ! and ! con-
secutive ! invasion ! of! the ! brain, ! starting ! around ! E8 ! in ! rodents ! (Ginhoux ! et ! al., ! 2010), ! more ! recent ! studies
suggest ! that ! a ! non-YS ! contribution ! to! the! microglia ! population ! should ! not! entirely ! be ! dismissed ! (Swin-
nen ! et ! al., ! 2013; ! Xu ! et! al., ! 2015). ! Therefore, ! we ! used ! Vav1-Cre+:dicer ! knock-out ! mice ! in! order ! to ! study
the ! effect ! of! the! post-YS ! hematopoiesis ! on ! the ! definitive ! microglial ! population ! in ! late! prenatal ! (E16.5,
E18.5) ! and ! early ! postnatal ! brains ! (P0, ! P1). ! Since ! Vav1 ! is ! thereby ! exclusively ! expressed ! in ! hematopoi-
etic ! cells ! starting ! at! E11, ! the ! depletion ! of! the ! micro ! RNA ! processing ! enzyme ! dicer! in ! Vav1-positive ! cells
allows ! interfering ! with ! post-YS ! microglia ! recruitment. ! Using ! this ! approach, ! analysis ! of! the ! number ! of
Iba-1 ! positive ! microglia ! revealed ! a ! reduction ! of! microglial ! numbers ! by! 40% ! in ! knock-out ! mice! at! P1 ! com-
pared ! to ! their ! individual ! control ! littermates. ! Noteworthy, ! immunolabeling ! for! Ki-67 ! and ! active ! caspase
3! confirmed ! that ! the! differences ! in ! the ! microglial ! numbers ! are! not ! related ! to ! differential ! rates ! of ! prolif-
eration ! or ! apoptosis. ! Therefore, ! our ! data ! demonstrates ! that ! interfering ! with ! the! definitive! hematopoiesis
highly ! impacts ! on ! the ! microglial ! population, ! implicating ! an! important ! role ! of ! post-YS ! hematopoiesis ! on
microglial ! development ! and ! recruitment.
©! 2018 ! Elsevier ! GmbH. ! All ! rights ! reserved.
1.! Introduction
As! resident! macrophages! of! the! brain,! microglia! play! decisive
roles! in! a! variety! of! pathologies! of! the! central! nervous! system! (CNS),
including! neuroinflammation! and! Alzheimer’s! (Prinz! and! Priller,
2014;! Salter! and! Beggs,! 2014).
In! Alzheimer’s! disease! (AD),! microglia! have! been! described! as
morphologically! activated! (Itagaki! et! al.,! 1989;! McGeer! et! al.,! 1987;
Rogers! et! al.,! 1988)! and! dystrophic! state! (Streit! et! al.,! 2009).! Their
exact! role! in! the! disease! progression! is! not! understood,! but! the
expression! of! MHC-II! and! the! release! of! proinflammatory! cytokines
(Cho! et! al.,! 2011;! Lue! et! al.,! 2001)! have! been! interpreted! as! that
AD! is! in! fact! a! neuroinflammatory! disease! with! microglia! as! one
of! the! key! players! and! a! potential! therapy! target! (Heneka! et! al.,
∗ Corresponding! authors! at:! Institute! of! Anatomy,! Leipzig! University,! Liebigstraße
13, ! 04103! Leipzig,! Germany.
E-mail! addresses:! ingo.bechmann@medizin.uni-leipzig.de! (I.! Bechmann),
martin.krueger@medizin.uni-leipzig.de! (M. ! Krueger).
1 Equal! contribution.
2005;! Weggen! et! al.,! 2001;! Yan! et! al.,! 2003).! On! the! other! hand,
recent! microscopic! studies! revealed! a! specific! dystrophic! pheno-
type! of! microglia! in! AD,! showing! a! de-ramification,! spheroid! shapes
and! ultimately! a! fragmentation! of! the! soma! (Streit! et! al.,! 2009).
This! fragmentation! has! recently! been! shown! to! be! preceded! by
stages! of! cytoskeletal! degradation! with! adjacent! fragments! still
interconnected! by! ultra-thin! microglial! processes! (Tischer! et! al.,
2016).! Moreover,! dystrophic! microglia! are! also! found! in! the! aged
brain,! as! well! as! in! other! neurodegenerative! diseases.! Thus,! the! dys-
trophic! morphology! may ! represent! a! correlate! of! a! loss! of! microglial
function,! which! might! contribute! to! disease! progression.! Interest-
ingly,! this! microglial! pathology! is! shown! to! precede! neurofibrillary
degeneration! (Streit! et! al.,! 2009).
As! resident! macrophages! of! the! brain,! microglia! share! many
features! with! myeloid! cells.! They! express! CD11b,! F4/80,! PU.1! and
Fc! and! complement! receptors! (Hanisch,! 2002;! Perry! et! al.,! 1985;
Walton! et! al.,! 2000).! Therefore,! the! paradigm! of! a! macrophage-like
hematopoietic! origin! for! microglia! has! gained! wide! acceptance,! as
it! appeared! to! be! the! most! plausible! concept.! Bone! marrow! recon-
stitution! studies! showed! that! recruitment! of! microglia! from! the
https://doi.org/10.1016/j.aanat.2018.03.004
0940-9602/©! 2018! Elsevier! GmbH.! All! rights! reserved.
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hematopoietic! system! is! possible! (Eglitis,! 1997),! although! the! cir-
cumstances! for! this! recruitment! have! to! be! very! specific! and! the
contribution! of! bone! marrow-derived! microglia! in! vivo! is! only
temporary.! Under! steady! state! and! even! under! degenerative! or
autoimmune! conditions,! microglia! seems! to! self-renew! (Ajami
et! al.,! 2007;! Goldmann! et! al.,! 2016).
Microglia! are! not! the! only! macrophages! that! mediate! immune
response! within! the! CNS.! There! is! also! a! plethora! of! non-
parenchymal! macrophages,! which! reside! in! different! niches
including! perivascular! spaces,! the! meninges! and! the! choroid
plexus.! Just! recently,! Goldmann! et! al.! demonstrated! that! these
immune! cells! also! derive! from! YS! precursors! in! a! PU.1,! but
not! Myb-dependent! fashion.! Moreover,! these! non-parenchymal
macrophages! maintain! a! stable! population! and! undergo! self-
renewal! by! local! proliferation,! without! significant! contribution
of! blood-borne! monocytes! similar! to! microglia! (Goldmann! et! al.,
2016).
Although! microglia! share! features! of! peripheral! macrophages
and! have! been! shown! to! express! CD11c+,! microglia! seem! to! be
unique! regarding! their! low! expression! of! MHC-II! (Immig ! et! al.,
2015;! Perry,! 1998;! Prodinger! et! al.,! 2011).! In! consideration! of! the
unique! microglial! properties! and! their! diverse! entanglements! in
pathologies! of! the! CNS,! many! studies! aimed! to! clarify! their! onto-
genetic! nature.! In! 1993,! Cuadros! et! al.! (1993)! published! the! first
report! of! the! yolk! sac! being! the! source! of! microglia! during! develop-
ment.! In! line,! these! data! are! further! supported! by! studies! suggesting
that! microglia! predominantly! derive! from! primitive! yolk! sac! (YS)
macrophages! and! populate! the! brain! in! a! single! wave! around! E11.5
(Alliot! et! al.,! 1999;! Ginhoux! et! al.,! 2010,! 2013;! Kierdorf! et! al.,! 2013;
Schulz! et! al.,! 2012).! However,! more! recent! studies! provide! evi-
dence! for! an! additional,! second! source! of! microglia! to! impact! on
the! definitive! microglia! population,! thereby! challenging! the! view
of! YS! macrophages! to! represent! the! only! source! of! microglia! during
CNS! development! (Swinnen! et! al.,! 2013;! Tay! et! al.,! 2016;! Xu! et! al.,
2015).
Therefore,! the! present! study! aimed! to! investigate! a! poten-
tial! non-YS! contribution! to! the! definitive! microglia! population.
To! interfere! with! the! definitive,! post-YS! hematopoiesis,! we ! used
Vav1-Cre+:dicerfl/fl mice! with! a! constitutive! knock-out! deplet-
ing! dicer-mediated! microRNA! processing! in! hematopoietic! cells,
starting! at! E11! (Bustelo! et! al.,! 1993;! Goossens! et! al.,! 2011;! Ilan
and! Katzav,! 2012),! after! the! YS-dependent! microglia! recruitment
(Ginhoux! et! al.,! 2010).
2.! Materials! and! methods
All! experiments! involving! animals! were! performed! along! the
ARRIVE! guidelines! and! according! to! the! European! Union! Direc-
tive! 2010/63/EU.! Animals! were! housed! with! a! light/dark! cycle
of! 12! h! with! free! access! to! food! and! water! at! a! temperature
of! 21 ◦C–22 ◦C! and! a! humidity! of! 45–60%.! All! mice! were! kept
in! the! Laboratory! of! Vascular! Hematology/Angiogenesis;! Insti-
tute! for! Transfusion! Medicine! at! Goethe! University! Frankfurt! and
mfd ! Diagnostics! GmbH! in! Wendelsheim,! Germany.! Constitutive
Cre/loxP-mediated! inactivation! of! dicer! in! Vav1! expressing! cells
was! achieved! by! crossing! Vav1-Cre+:dicerfl/+ C57/Bl6J! mice! with
dicerfl/fl mice! to! generate! offspring! for! immunohistological! analy-
sis.! Vav1-Cre+:R26RYFP/YFPstop-flox C57/Bl6J! mice! were! crossed! with
R26RYFP/YFPstop-flox C57/Bl6J! mice! for! fate! mapping! of! Vav1! (de! Boer
et! al.,! 2003;! Gauvrit! et! al.,! 2014;! Harfe! et! al.,! 2005;! Srinivas! et! al.,
2001).! The! pregnant! mice! were! sacrificed! at! E16.5! and! E18.5! and
the! embryos! were! collected.! For! the! postnatal! time! points,! pubs
were! killed! at! P0,! P1! and! P3.! The! heads! of! the! embryos! were! fixed
in! 4%! paraformaldehyde! (PFA,! Sigma! Aldrich,! Steinheim,! Germany)
for! 3! h! at! 8 ◦C.! The! brains! of! the! newborn! pubs! were! dissected! out
of! the! skull,! rinsed! in! 0.1! M! phosphate-buffered! saline! (PBS)! at! a! pH
of! 7,4! and! then! fixed! in! 4%! PFA! for! 3! h! at! 8 ◦C.
2.1.! Tissue! preparation
For! preparation! of! paraffin! sections! the! tissue! was! thoroughly
rinsed! in! PBS,! dehydrated! in! 70%,! 80%,! 96%,! 100%! ethanol! and! xylene
(J.T.! Baker,! Deventer,! Netherlands)! before! embedding! in! paraffin.
Horizontal! slices! of! 7! m! thickness! were! cut! with! a! Leica! Micro-
tome! (Leica! Microsystems,! Wetzlar,! Germany)! and! transferred
on! coated! microscope! slides! (Superfrost! Plus,! Thermo! Scientific,
Braunschweig,! Germany).! For! cryosectioning! the! dissected! brains
were! rinsed! in! PBS,! transferred! in! 30%! sucrose! (Merck,! Darmstadt,
Germany)! for! 48! h! at! 8 ◦C,! embedded! in! cryo! embedding! medium
(Sakura! Finetek,! Torrance,! USA)! and! then! frozen! at! − 20 ◦C.! Sections
were! cut! at! 12! m! thickness! using! a! cryotome! (Leica! Microsys-
tems).! The! sections! were! mounted! on! Superfrost! microscope! slides
and! stored! at! − 20 ◦C! until! staining.! For! vibratome! sectioning! the
brains! were! rinsed! in! PBS! and! cut! into! 30! m! thick! slices! using! the
vibrating! microtome! (Leica! Microsystems)! in! cooled! PBS.
2.2.! Immunofluorescence! labeling
For! fluorescence! microscopy! on! paraffin! embedded! tissue,! the
sections! were! deparaffinized! in! xylene! and! rehydrated! in! 100%,
96%,! 80%! and! 70%! ethanol! (J.T.! Baker).! For! antigen! retrieval,! sec-
tions! were! transferred! in! citrate! buffer! (ph! 6)! and! heated! to! 98 ◦C
in! the! microwave! for! 20! min.! Prior! to! immunofluorescence! label-
ing,! sections! were! rinsed! and! unspecific! binding! of! antibodies! was
blocked! with! 5%! of! normal! goat! serum! (NGS)! (Sigma! Aldrich)! and
0.5%! Triton! X-100! (Roth,! Karlsruhe,! Germany)! in! PBS! for! 30! min.
Cryosectioning! was! used! for! Iba-1! and! F4/80! co-localization.! Before
incubation! with! the! two! primary! antibodies! the! slices! were! brought
to! room! temperature,! washed! with! PBS! and! unspecific! binding! of
antibodies! was! blocked.! The! following! immunohistochemical! pro-
tocols! matched! the! one! described! for! staining! paraffin! embedded
section.! Vibratome! sections! were! used! for! GFAP! immunofluores-
cence.! The! slices! were! transferred! into! 16! well! plates! and! washed! in
PBS.! Unspecific! binding! was! blocked! and! the! antibody! was! applied
as! described! above.! Throughout! the! incubation! of! the! primary! and
secondary! antibody! the! plate! was ! kept! under! gentle! agitation.! After
the! final! rinsing,! the! sections! were! placed! onto! glass! slides.
2.3.! Light! microscopy
For! light! microscopy! the! paraffin! embedded! sections! were
deparaffinized! as! described! above.! Antigen! retrieval! was ! performed
in! citrate! buffer! for! 20! min ! in! total! and! blocking! of! endogenous! per-
oxidase! activity! was ! achieved.! After! blocking! of! unspecific! binding
of! antibodies! with! PBS! containing! 5%! of! NGS! a! 0.5%! Triton! X-100! for
30! min ! the! primary! antibody! against! Iba-1! (1:400)! was! applied! in
accordance! with! fluorescence! labeling.! The! slides! were! incubated
over! night! at! a! temperature! of! 8 ◦C! and! then! rinsed! several! times
in! PSB.! The! biotin! conjugated! secondary! antibody! was! applied! to
the! tissue! with! PBS! containing! 0.5%! of! NGS! a! 0.05%! Triton! X-100! for
3! h! and! washed! thoroughly! in! PBS.! Peroxidase-dependent! stain-
ing! with! 3,3’-Diaminobenzidine! tetrahydrochloride! (DAB,! Sigma
Aldrich)! was! achieved! using! the! ABC! Kit! (Vector! Laboratories,
Burlingame,! CA,! USA,)! according! to! the! manufacturers! protocol.! For
a! slight! counterstaining! of! the! tissue,! sections! were! stained! with
hematoxylin! and! eosin! (Dr.! Hollbon! &! Söhne,! Leipzig,! Germany).
The! slices! were! then! dehydrated! in! graded! ethanol,! xylene! and
embedded! in! Entellan! (Merck! KGaA,! Darmstadt,! Germany).
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Fig.! 1.! Immunohistochemistry! reveals! normal! histoarchitecture! with! overall! reduced! Iba-1! expression! in! knock-out! mice.! (A)! Macroscopic! images! of! the! femur! demonstrating
an ! impaired! hematopoiesis! in! the! respective! bone! marrow! of! knock-out! mice! at! P1! (upper! row).! Lower! row:! Representative! images! showing! a! fibrous! involution! of! the
bone ! marrow! and! decreased! numbers! of! hematopoietic! cells! at! the! level! of! light! microscopy! in! knock-out! mice! compared! to! control! at! P1.! (B)! H&E! stained! overviews! of
horizontal! sections! (upper! row)! and! the! developing! hippocampus! (lower! row)! confirming! a! regular! histoarchitecture! of! the! CNS! in! knock-out! mice! and! control! littermates.
(C) ! Immunolabeling! for! the! astrocyte! marker! GFAP! reveals! normal! distribution! and! morphology! of! astroglia! in! the! hippocampus.! High! power! magnification! (100×)! is! shown
in ! the! lower! row.! (D)! Labeling! of! microglia! using! antibodies! for! Iba-1! reveal! an! apparent! reduction! of! microglial! numbers! in! knock-out! mice! compared! to! control! mice.! Lower
row: ! Mean! values! of! microglial! numbers! per! field! of! view! (20×! objective)! obtained! from! the! mesencephalon! at! P1! (n! =! 8,! p! <! 0.001,! Wilcoxon! test).
2.4.! Antibodies
For! labeling! of! microglia! cells! a! primary! antibody! against! ionized
calcium! binding! adaptor! molecule! 1! (Iba-1)! (host:! rabbit,! 1:400,
WAKO,! Osaka,! Japan)! was! applied.! Iba-1! is! a! common! marker! for
monocytic! cells! including! microglia! (Ito! et! al.,! 1998;! Streit,! 2005 ).
For! colocalisation! with! caspase! 3 ! and! PU.1! we! used! the! Iba-1! mono-
clonal! mouse! antibody! (Millipore,! Merck,! Darmstadt,! Germany).! To
assess! proliferation,! an! antibody! against! Ki-67 ! (host:! mouse,! 1:200,
BD! Biosciences,! San! Jose,! CA,! USA),! an! antigen! that! is! expressed
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Fig.! 2.! Overall! Iba-1! expression! in! knock-out! mice! is! normal! until! P1.! (A)! Representative! overviews! showing! immunolabeling! of! microglia! for! Iba-1! in! the! developing
hippocampus! (1,! hip),! the! mesencephalon! (2,! mes),! the! ventral! hippocampal! commissure! (3,! vhc)! and! the! genu! of! the! corpus! callosum! (4,! gcc).! Please! note! the! apparent
reduction! of! microglial! numbers! in! knock-out! mice! for! each! of! the! regions! analyzed.! (B)! Horizontal! brain! section! illustrating! the! localizations! of! the! brain! regions! analyzed.
(C) ! Relative! numbers! of! Iba-1! positive! cells! per! field! of! view! (20×! objective)! at! different! points! of! time! for! all! the! four! areas! analyzed.! Bars! represent! standard! deviation! of
the ! mean! (n! =! 6–8),! Wilcoxon! test).
throughout! the! phases! of! the! active! cell! cycle,! but! not! in! resting
state! (Bruno! et! al.,! 1988;! Scholzen! and! Gerdes,! 2000)! was ! used.
An! Antibody! against! active! caspase! 3! was! used! for! visualization
of! apoptotic! cells! (host:! rabbit,! 1:200,! BD! Biosciences)! (Cheong
et! al.,! 2003).! Other! antibodies! used! for! detection! and! identification
of! microglia! cells! were! directed! against! PU.1! (host:! rabbit,! 1:400,
Cell! Signaling! Technology,! Danvers,! MA, ! USA)! a! transcription! fac-
tor! expressed! by! microglia! in! both! their! resting! and! activated! states
(Walton! et! al.,! 2000)! and! F4/80! (host:! rat,! 1:200,! Invitrogen,! Thermo
Fisher! Scientific! Waltham,! MA, ! USA)! (Lawson! et! al.,! 1992).! For! label-
ing! of! astrocytes! an! antibody! against! glial! fibrillary! acidic! protein
(GFAP)! (host:! rabbit,! 1:400,! Dako,! Glostrup,! Denmark)! was ! used.
All! primary! antibodies! were! allowed! to! incubate! in! PBS! contain-
ing! 0.5%! NGS! over! night! at! a! temperature! of! 8 ◦C.! After! complete
incubation! the! slides! were! washed! several! times! in! PBS.! Appro-
priate! Alexa! Fluor! conjugated! goat! antibodies! (1:250)! directed
against! the! corresponding! primary! antibodies! were! diluted! in
PBS! containing! 0.5%! normal! goat! serum! and! kept! on! the! tissue
for! two! hours! at! room! temperature.! For! nuclear! counterstain-
ing! diluted! 4,6-diamidino-2-phenylindole! (DAPI,! 1:10,000;! Sigma
Aldrich)! solution! was! used.! After! final! rinsing,! the! sections! were
coverslipped! with! fluorescence! mounting! medium! (Dako,! Glostrup,
Denmark).! Omitting! primary! antibodies! served! as! a! control,! result-
ing! in! the! absence! of! staining.! Sections! were! analyzed! with! Olympus
epifluorescence! microscopes! and! images! were! acquired! with! a
cooled! CCD! camera! (Retiga! 2000R,! QImaging,! Surrey,! BC,! Canada)
and! Image-Pro! express! software! (v6.0.0.319,! Media! Cybernetics,
Rockville,! MD, ! USA).
2.5.! Statistical! analysis/quantification
For! the! quantitative! analysis! of! the! microglia! at! the! time
points! E16.5,! E18.5,! P0! and! P1! four! different! regions,! including
the! hippocampus,! the! mesencephalon,! the! area! around! the! ven-
tral! hippocampal! commissure! and! the! genu! of! the! corpus! callosum
were! photographed! at! the! same! magnification! (20×! objective).
Cell! counting! was ! performed! per! field! of! view! on! 6–10! non-
consecutive! sections! with! ImageJ64! (v1.47p,! National! Institutes! of
Health,! Bethesda,! USA)! in! a! blinded! fashion.! For! microglia! quantifi-
cation,! somata! of! Iba-1! positive! cells,! ramified! and! amoeboid,! were
counted! within! each! field! of! view! of! the! respective! areas! of! inter-
est! to! calculate! mean! values! of! each! area! per! animal! (n! =! 6–8! per
group).! Iba-1! positive! cells! in! the! meninges! were! excluded! from
the! counting.! Prior! to! immunolabeling! and! consecutive! analyses,
individual! mutant! mice! were! consistently! matched! to! control! lit-
termates.! Statistical! analysis! was ! performed! with! GraphPad! Prism
(v5.01,! GraphPad! Software! Inc.,! La! Jolla,! USA).! For! statistical! anal-
ysis! a! Wilcoxon! signed-rank! test! was! applied.! A! p! value! smaller
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Fig.! 3.! Double! immunofluorescence! labeling! for! the! microglial! markers! F4/80! and! Iba-1! (A,! hippocampal! region,! P1)! and! PU.1! and! Iba-1! (B,! mesencephalon,! P1)! confirming
identical ! expression! patterns! of! knock-out! and! control! microglia.! Nuclei! were! counterstained! with! DAPI.
than! 0.05 ! was! considered! significant.! Values! are! displayed! as! rela-
tive! differences! between! the! mutants! and! their! control! littermates.
Bars! are! shown! as! standard! deviation! of! the! mean! (mean! ±! SD).
3.! Results
3.1.! Immunohistochemistry! reveals! normal! histoarchitecture
with! overall! reduced! Iba-1! expression! in! knock-out! mice
To! verify! the! impact! of! the! dicer-knock-out! on! hematopoiesis,
representing! a! prerequisite! for! our! analysis,! the! bone! marrow! of
P1! knock-out! mice! was! analyzed! and! compared! with! their! litter-
mate! controls.! Here,! macroscopic! inspection! of! the! femur! revealed
a! pale! appearance,! despite! comparable! size,! body! weight! and! gen-
eral! anatomical! features! (Fig.! 1A).! These! findings! are! in! line! with! an
apparent! reduction! of! the! hematopoiesis! and! a! fibrous! involution! of
the! respective! bone! marrow! at! the! level! of! light! microcopy! (Fig.! 1A,
lower! row),! which! is! matched! by! a! pancytopenia! in! the! differential
blood! panel! (Supplemental! Fig.! 1).
In! order! to! rule! out! general! histoarchitectural! differences! of
the! CNS! between! knock-out! mice! and! their! control! littermates,! we
performed! standard! histological! stainings! and! immunolabeling! on
tissue! collected! at! P1.! At! the! level! of! light! microscopy,! hematoxylin
and! eosin! (HE)! stained! horizontal! sections! revealed! a! regular! CNS
architecture! of! knock-out! and! control! littermates.! Size! and! overall
geometry! was! found! to! be! indistinguishable! between! groups.! The
leptomeninges! and! the! underlying! neocortex! of! the! cerebrum! are! of
normal! anatomy;! triangular! neurons! and! scattered! small! glial! cells
can! be! found! in! a! neuropil! background.! The! paleocortex! with! its
distinct! shape! and! typical! three! layers! can! be! found! in! mutant! and
control! as! well! as! the! ventricular! system! with! its! ependymal! layer
housing! the! choroid! plexus! with! prominent! blood! vessels! (Fig.! 1B).
Further,! labeling! of! astrocytes! using! antibodies! for! GFAP! revealed
normal! distribution! and! morphology! of! astrocytes! as! exemplarily
shown! in! the! hippocampus! (Fig.! 1C,! upper! row),! and! using! high
power! magnification! (Fig.! 1C,! lower! row).! Moreover,! the! morphol-
ogy! of! Iba-1! positive! microglia! in! brain! sections! of! P1! mice! appeared
to! be! comparable! between! mutant! and! control,! with! most! microglia
being! ramified! and! only! partially! in! amoeboid! shape! (Fig.! 1D).! How-
ever,! we ! found! the! absolute! numbers! of! microglia! per! field! of! view
to! be! reduced! by! 40%! (68! ±! 6.4! in! controls! vs.! 41! ±! 4.1! in! mutant
mice,! p! <! 0.001,! Wilcoxon! test).
3.2.! Overall! Iba-1! expression! in! knock-out! mice! is! normal! until! P1
To! exclude! that! the! observed! differences! of! microglial! num-
bers! are! related! to! an! irregular! distribution! throughout! the! brain,
different! areas! according! to! historical! descriptions! of! microglial
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Fig.! 4.! (A)! Double! immunofluorescence! labeling! for! the! microglial! marker! iba-1! in! combination! with! Ki-67 ! to! address! proliferation! rates! of! Iba-1-positive! microglia! in! all
of ! the! brain! areas! analyzed! at! P1.! Nuclei! were! counterstained! with! DAPI.! Higher! magnifications! are! shown! in! the! respective! insets! on! the! right.! (B)! The! relative! numbers! of
proliferating! microglia! are! shown! as! average! obtained! from! all! the! four! areas! analyzed.! (C)! The! relative! number! of! caspase-3 ! positive! apoptotic! microglial! cells! is! shown! as
average! from! the! analyzed! areas! at! different! points! of! time.! Bars! are! indicating! the! mean,! error! bars! indicate! standard! deviation! of! the! mean! (n! =! 8).
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invasion! patterns! described! by! Pío! del! Río-Hortega! and! recent! stud-
ies! of! Swinnen! et! al.! were! included! in! the! analysis! (Río-Hortega,
1919;! Sierra! et! al.,! 2016;! Swinnen! et! al.,! 2013).! Here,! a! compa-
rable! decrease! in! the! numbers! of! microglia! was! observed! in! the
hippocampus! (hip),! the! mesencephalon! (mes),! the! ventral! hip-
pocampal! commissure! (vhc)! and! the! genu! of! the! corpus! callosum
(gcc)! (Fig.! 2A! and! B),! thereby! confirming! that! the! reduced! numbers
of! microglia! are! not! related! to! an! irregular! distribution,! but! can! be
observed! throughout! the! brain! (Fig.! 2A).
To! further! define! the! time! course! of! the! observed! differences,! the
analyses! were! extended! to! E16.5,! E18.5,! P0! and! P1! for! all! the! four
regions.! Later! time! points! were! excluded! due! to! possible! confound-
ing! by! knock-out-derived! developmental! deficits,! which! were! not
observed! at! the! time! points! analyzed.! Therefore,! Iba-1! positive! cell
bodies! were! counted! in! knock-out! mice! and! compared! to! matched
control! littermates! to! minimize! the! impact! of! variances! between
different! litters! and! histological! processing.! Here,! no! significant! dif-
ferences! in! the! relative! numbers! of! microglia! were! detected! at! E16.5
and! E18.5! (Fig.! 2C).! A! slight! drop! of! microglial! cells! was! observed! in
the! gcc! at! P0,! without! reaching! statistical! significance! (p! =! 0.0781).
However,! at! P1! total! cell! counts! in! knock-out! mice! are! found! to
be! significantly! lower! in! all! the! analyzed! areas! (p! <! 0.001! in! mes,
vhc! and! gcc! and! p! <! 0.005! in! hip! (n! =! 6–8).! Average! cell! counts! in
absolute! numbers! are! 92! ±! 18! for! hip,! 89! ±! 13! for! mes,! 114! ±! 21! for
vhc! and! 99! ±! 17! for! gcc! in! the! control! mouse.! Cell! counts! in! knock-
out! mice! are! 51! ±! 9,! 54! ±! 9,! 64! ±! 13! and! 56! ±! 10! in! the! same! order
(mean! ±! SD).
3.3.! Iba-1! positive! cells! are! also! positive! for! F4/80! and! PU.1
Next,! immunolabeling! for! common! microglial! markers,! like! PU.1
and! F4/80,! was! performed,! in! order! to! rule! out! differences! in! the
expression! pattern! between! knock-out! and! control! littermates.
Worthy! of! note,! Iba-1! positive! microglia! were! found! to! co-localize
with! PU.1! and! F4/80! irrespective! of! the! respective! genotype! (Fig.! 3).
3.4.! Differences! of! microglial! numbers! do! not! correlate! with! levels
of! proliferation! and! apoptosis
As! different! levels! of! proliferation! or! apoptosis! may ! cause! dif-
ferences! in! microglial! cell! numbers,! we! further! applied! double
immunofluorescence! labeling! for! Iba-1! in! combination! with! the
proliferation! marker! Ki-67! or! active! caspase! 3,! which! is! expressed
by! apoptotic! cells.! Thereby,! the! ratio! of! proliferating! or! apoptotic
microglia! among! the! total! microglial! population! was ! calculated
and! compared! between! knock-out! mice! and! control! littermates! for
each! area! and! point! of! time.! Importantly,! differences! in! the! rate
of! proliferation! or! apoptosis! were! neither! observed! for! the! various
areas! nor! the! selected! points! in! time.! Here,! the! proliferation! indices
were! found! to! be! 16! ±! 3.3%! in! control! versus! 15! ±! 3.2%! in! knock-
out! at! E16.5! (p! =! 0.32,! n! =! 6);! 11! ±! 1.7%! versus! 10! ±! 1.3%! at! E18.5
(p! =! 0.5,! n! =! 6);! 12.9! ±! 2.1%! versus! 13.1! ±! 0.9%! at! P0! (p! =! 0.84,! n! =! 6)
and! 15! ±! 3.7%! versus! 14.8! ±! 5.4%! at! P1! (p! =! 0.52,! n! =! 8;! average! of! all
four! areas! in! control! and! knock-out,! respectively,! mean! ±! SD),! all! of
which! failed! to! reach! statistical! significance! (Fig.! 4A! and! B).! How-
ever,! there! is! a! noticeable! drop! in! the! overall! proliferation! between
E16.5! and! E18.5! in! knock-out! and! control! mice.! From! E18.5! onwards
the! proliferation! rate! is! rising! again! by! 4–5%! up! until! P1.
In! line! with! the! proliferation! index,! the! rate! of! apoptosis! as! indi-
cated! by! caspase! 3-positive! microglia! appeared! low! (Supplemental
Fig.! 2),! without! showing! statistical! differences! between! knock-
out! and! control! littermates! of! each! of! the! analyzed! points! of! time
(Fig.! 4C),! 7.8%! ±! 2.1%! in! control! versus! 8.2! ±! 3.8%! in! knock-out! at
E16.5! (p! =! 0.87,! n! =! 6);! 6.5! ±! 2.4%! versus! 7.2! ±! 1.5%! at! E18.5! (p! =! 0.48,
n! =! 6);! 6.1! ±! 1.2%! versus! 6.6! ±! 2.3%! at! P0! (p! =! 0.64,! n! =! 6)! and! 3.9! ±! 1%
versus! 4.1! ±! 0.7%! at! P1! (p! =! 0.59,! n! =! 8;! average! of! all! four! areas! in
control! and! knock-out,! mean! ±! SD).
4.! Discussion
Microglia! represent! a! morphologically! and! functionally! dis-
tinct! population! among! the! cells! of! the! CNS.! As! we ! know! today,
microglial! dysfunction! is! critically! involved! in! the! development! and
progression! of! various! neurodegenerative! and! neuroinflammatory
diseases.! In! this! context,! the! embryological! origin! of! microglia! rep-
resents! a! prerequisite! for! the! understanding! of! the! pathogenesis! of
the! respective! pathologies.
Recent! strategies! to! clarify! the! ontogenesis! of! microglia! used
genetic! reporter! models! for! Myb,! Runx1! and! Kit! (Ginhoux! et! al.,
2010;! Schulz! et! al.,! 2012;! Sheng! et! al.,! 2015).! The! authors! sug-
gested! an! exclusive! origin! of! microglia! from! YS! macrophages
compared! to! other! tissue! resident! macrophages,! which! on! the
other! hand! seem! to! derive! from! both,! YS! progenitors! and! HSC
(Gomez! Perdiguero! et! al.,! 2015).! However,! the! exact! contribution
of! post! YS! hematopoiesis! to! the! adult! microglia! is! still! unclear
and! a! non-YS! contribution! is! still! a! matter! of! debate! (Tay! et! al.,
2016;! Xu! et! al.,! 2015),! as! evidence! for! one! potential! source! does
not! rule! out! another.! In! fact,! other! hematopoietic! sites! could! also
function! as! additional! sources! for! the! definitive! microglia! pool.
These! sources! could! be! represented! by! early! sites! of! the! definitive
hematopoiesis! like! the! aorta! gonad! mesonephros! (AGM)! region,
the! aortic! endothelium! or! at! later! stages! the! fetal! liver! (Kissa! and
Herbomel,! 2010;! Bertrand! et! al.,! 2010;! Schulz! et! al.,! 2012)
To! address! the! potential! contribution! of! hematopoiesis! to! the
definitive! microglial! pool,! we! used! Vav1-Cre+:dicerfl/fl mice,! which
offer! the! advantage! to! interfere! with! hematopoiesis! by! targeting
cells! positive! for! Vav1.! Here,! the! expression! is! restricted! to! Vav1-
positive! hematopoietic! cells! starting! at! E11! and! therefore,! after! a
YS-derived! microglial! immigration! (Bustelo! et! al.,! 1993;! Goossens
et! al.,! 2011;! Ilan! and! Katzav,! 2012).! Although! a! knock-out! of! dicer! in
adult! microglia! is! shown! to! impact! on! microglial! activation! follow-
ing! an! inflammatory! challenge! (Varol! et! al.,! 2017),! the! knock-out! in
Vav1-expressing! hematopoietic! cells! leads! to! a! defective! post-YS
hematopoiesis,! and! thus! a! potentially! defective! post-YS! microglial
recruitment.
Using! this! model,! we! observed! an! apparent! reduction! of! Iba-1-
positive! microglial! numbers! by! 40%! in! P1! knock-out! mice! compared
to! their! control! littermates,! while! earlier! points! of! time! revealed
comparable! microglial! numbers! for! knock-out! and! control! (Fig.! 1D).
Importantly,! the! general! histoarchitecture! appeared! to! be! unaf-
fected! by! the! knock-out,! regularly! showing! a! normal! distribution
and! morphology! of! neurons! and! glial! cells! (Fig.! 1B! and! C).
To! rule! out! that! the! observed! reduction! of! Iba-1! positive
microglial! numbers! is! related! to! an! inhomogeneous! distribution
throughout! the! CNS! as! an! effect! of! the! dicer! knock-out,! the! anal-
ysis! was! extended! to! different! regions! of! the! brain,! which! have
been! considered! for! microglial! invasion! (Río-Hortega,! 1919;! Sierra
et! al.,! 2016;! Swinnen! et! al.,! 2013).! Although! an! impact! of! dicer! on
cell! migration! (Xiufen! et! al.,! 2017)! has! recently! been! described,
we! observed! a! comparable! reduction! of! microglia! in! each! of! the
analyzed! regions! (Fig.! 2).
Since! microglial! proliferation! and! apoptosis! represent! critical
processes! in! the! determination! of! total! microglial! numbers! and
microglial! density! (Dalmau! et! al.,! 2003;! Nikodemova! et! al.,! 2015;
Swinnen! et! al.,! 2013),! we! further! addressed! rates! of! microglial
proliferation! and! apoptosis! by! double! immunofluorescence! label-
ing! for! Iba-1! and! Ki-67! or! active! caspase! 3,! respectively.! Of! note,
for! none! of! the! observed! time! points! a! differential! rate! of! prolif-
erating! or! apoptotic! microglia! was ! observed! between! knock-out
and! littermate! control! (Fig.! 4).! Therefore,! the! decreased! microglial
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numbers! observed! in! knock-out! brains! cannot! be! explained! by! a
deficient! capacity! of! local! microglial! proliferation,! but! rather! relate
to! an! impaired! contribution! of! the! hematopoietic! system! to! the
definitive! microglial! pool.! Thus,! our! data! provide! novel! evidence
for! a! second! source! of! microglia,! beyond! yolk! sac-derived! prim-
itive! macrophages! (Ginhoux! et! al.,! 2010).! Worthy! of! note,! this
view! is! strongly! supported! by! Swinnen! et! al.! (2013).! Here,! the
authors! demonstrate! a! sudden! and! steep! increase! in! the! microglial
numbers! between! E14.5! and! E15.5,! which! is! accompanied! by
constantly! decreasing! proliferation! rates! among! the! microglial! pop-
ulation.! These! data! are! in! fact! of! high! interest,! as! the! rapid! increase
of! the! observed! microglial! numbers! cannot! be! explained! with
the! hypothesis! of! YS-derived! microglia! progenitors! entering! the
CNS! at! a! single! time! point! around! E11.5! and! then! populate! the
CNS! by! local! proliferation! (Ginhoux! et! al.,! 2010,! 2013;! Kierdorf
et! al.,! 2013).! This! contradiction! was! further! elucidated! by! a! high
temporal-spatial! resolution! fate-mapping! approach! that! specifi-
cally! labeled! microglia! precursors! in! transparent! zebrafish! larvae
(Xu! et! al.,! 2015).! In! this! study,! the! authors! demonstrated! that! ven-
tral! wall! of! the! dorsal! aorta,! which! participates! in! the! definitive
hematopoiesis,! also! contributes! to! the! definitive! adult! microglia
population! and! therefore! strengthening! the! hypothesis! of! a! second
source! of! microglia,! beyond! YS! macrophages.
Further,! as! the! fate! mapping! strategies! used! by! Ginhoux! et! al.
(2010)! and! Sheng! et! al.! (2015)! could! only! label! approximately! 30%
and! 60%! of! microglia,! respectively,! additional! studies! and! models
are! needed! to! address! the! role! of! non-YS! progenitors! in! greater
detail! and! at! different! points! of! time.! In! the! present! manuscript,
the! points! of! time! are! limited! to! prenatal! and! very! early! post-
natal! stages,! as! the! Vav1-Cre+:dicerfl/fl knock-out! mice! exhibit! a
lethal! phenotype! due! to! the! impaired! hematopoiesis! and! the! associ-
ated! increasing! pan-! cytopenia! at! later! stages.! Although! additional
points! of! time! beyond! P1! would! surely! be! of! interest,! analysis! of
these! stages! would! be! biased! by! developmental! deficits! between
knock-out! mice! and! control! littermates,! rendering! interpretation
of! the! data! obtained! rather! difficult.
Although! the! present! study! and! the! data! obtained! is! highly
descriptive,! the! chosen! model! further! supports! the! view! of! a! more
complex! pattern! of! microglial! recruitment,! which! is! not! limited! to
a! single! point! of! time! and! origin,! in! line! with! Swinnen! et! al.! (2013).
Thus,! further! studies! addressing! the! potentially! differential! onto-
genesis! of! microglia! will! hopefully! allow! a! better! understanding
of! microglial! biology! and! the! development! of! microglia-! related
neuropathological! disorders.
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Die Mikroglia entspricht in ihrer Gesamtpopulation und Funktion den ortsansässigen 
Makrophagen des zentralen Nervensystems. Sie nehmen sowohl in der 
Neuroinflammation und -degeneration als auch bei der Entwicklung und Erhaltung 
der neuronalen Funktion eine wichtige Rolle ein. Entwicklungsgeschichtlich stammen 
die Mikroglia, im Gegensatz zu anderen Makrophagen, wohl mehrheitlich von 
primitiven Dottersackmakrophage ab, welche in der frühen embryonalen Entwicklung 
in das zentrale Nervensystem immigrieren und dort zur endgültigen 
Mikrogliapopulation differenzieren. Dieses Konzept basiert vor allem auf den Arbeiten 
von Ginhoux et al. und Schulze et al. In diesen Arbeiten, die auf sogenannten Fate-
Mapping-Experimenten basieren, kann die Abstammung der Mikroglia von 
Dottersackmakrophagen zwar demonstriert, der Einfluss anderer Vorläuferzellen 
jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden.  
Um den Einfluss einer nicht aus dem Dottersack stammenden Zelllinie auf die adulte 
Mikroglia zu untersuchen, nutzten wir daher Mäuse mit einem homozygoten knock-
out der RNS Endoribonuklease Dicer, welche an die Expression von Vav1 gebunden 
ist. Der Vav1-Lokus wird exklusiv in hämatopoetischen Zellen aktiviert und dies zu 
einem Zeitpunkt, an dem die Rekrutierung der Mikroglia aus den 
Dottersackmakrophagen bereits vollständig abgeschlossen ist. Verglichen wurden 
daher in der vorgelegten Arbeit Vav1-Cre+:dicer knock-out Mäuse mit den 
entsprechenden Wildtyp Geschwistertieren zu prä- und postnatalen Zeitpunkten 
hinsichtlich der Anzahl an Iba-1 positiven Zellen.  
In makroskopischer Betrachtung konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen 
den Tieren beobachtet werden. Die Mäuse sind von vergleichbarem Gewicht und 
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Größe. Im Erscheinungsbild zu postnatalen Zeitpunkten imponieren die knock-out 
Mäuse jedoch blass. Entsprechend hierzu stellt sich das Knochenmark mit deutlicher 
fibröser Involution dar, was in Blutuntersuchung als eine Panzytopenie der kock-out 
Mäuse diagnostiziert werden kann. Ein Umstand, der durch den Dicer knock-out in 
hämatopoetischen Zellen zu erwarten war. 
In lichtmikroskopischen Schnitten stellte sich die Gewebearchitektur des zentralen 
Nervensystems vergleichbar dar. In immunhistochemischen Färbung der Mikroglia 
mit Iba-1 als spezifisches Zielgen waren Form und Verteilung zwischen den Mäusen 
zwar vergleichbar, jedoch war die Anzahl an Mikroglia in den knock-out Tieren zum 
Zeitpunkt P1 um rund 40% vermindert. Es konnte ausgeschlossen werden, dass dies 
durch unterschiedliche Proliferation oder Apoptose der Mikroglia erklärt werden kann. 
Eine Zeitreihe mit den Zeitpunkten E16.8, E18.5, P0 und P1 konnte aufzeigen, dass 
sich bis einschließlich P0 kein Unterschied in der absoluten Mikrogliaanzahl 
zwischen Wildtyp und knock-out Mäusen festzustellen war. Untersucht wurden pro 
Zeitpunkt und Maus je vier Areale (Hippocampus, Mesencephalon, genu corporis 
callosi und ventrale hippocampale Kommissur). Ferner konnte gezeigt werden, dass 
die Mikroglia in den knock-out Mäusen die Mikroglia typischen Marker F4/80 und 
PU.1 exprimieren. 
Schlussendlich demonstriert die vorgelegte Arbeit, dass Störungen der definitiven 
Hämatopoese einen Einfluss auf die Mikrogliapopulation haben, was gegen die 
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